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(Litopenaeus vannamei) 70 p., Dissertação (Mestrado em Ciência dos Alimentos) – 
programa de Pós-graduação em Ciência dos Alimentos, Universidade Federal de Santa 
Catarina, Florianópolis [2010]. 
 
RESUMO 
 
Em conseqüência ao aumento do interesse dos consumidores por produtos naturais ou 
minimamente processados, o uso de antimicrobianos naturais pode ser uma alternativa 
aos métodos utilizados atualmente pela indústria alimentícia. Dessa forma, a aplicação 
de antimicrobianos naturais vem sendo estudada como alternativa promissora.  O 
microrganismo Lactobacillus reuteri é uma espécie heterofermentativa que reside no 
trato gastrointestinal, vaginal e oral do homem e outros animais de sangue quente e 
apresenta a capacidade de produzir antimicrobianos.  O presente estudo objetiva avaliar 
a ação antimicrobiana de L. reuteri contra bactérias de interesse alimentar e estudar o 
seu controle sobre a microbiota psicrófila de camarão refrigerado.  A avaliação da ação 
antimicrobiana foi realizada pelo método de difusão em agar e pelos métodos 
Silmultâneo e Deferred em caldo. O estudo do controle da microbiota psicrófila de 
camarão se deu através da aplicação de uma cultura de L. reuteri e do seu extrato estéril 
em amostras de camarão que foram mantidas a temperatura de ±7 ºC por 48 horas. 
L. reuteri apresentou capacidade de inibir o crescimento de Aeromonas hydrophila, 
Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, 
Salmonella tiphymurium, Staphylococcus aureus e Vibrio cholerae sendo que a 
diferença entre a contagem do controle e do teste apresentou diferença estatística. 
O extrato estéril de L. reuteri foi capaz de reduzir a contagem de microrganismos 
psicrófilos em 2 ciclos Log, enquanto que a sua cultura manteve a contagem inicial dos 
microrganismos analisados durante o tempo de armazenamento. L. reuteri foi eficiente 
no controle de microrganismos psicrófilos no camarão sugerindo o seu uso como 
bioconservante em alimentos. 
 
Palavras-chave: L. reuteri, atividade antimicrobiana, bioconservação de alimentos 
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SILVA, H.S. Inhibitory action of Lactobacillus reuteri in the microbiota of shrimp 
(Litopenaeus vannamei) 70 p, Dissertation (Master Degree in Food Science) – Center 
of Agricultural Sciences, Federal University of Santa Catarina, [2010]. 
 
ABSTRACT 
 
As a result of increased consumer interest in natural or minimally processed products, 
the use of natural antimicrobials may be an alternative to methods currently used in the 
food industry. Thus, the application of natural antimicrobials has been studied as a 
promising alternative. The microorganism Lactobacillus reuteri is a heterofermentative 
species that resides in the gastrointestinal tract, vaginal and oral humans and other 
warm-blooded animals and has the ability to produce antibiotics. This study aims to 
evaluate the antimicrobial activity of L. reuteri against bacteria of food interest and 
study its control over the psychrophilic microbiota of chilled shrimp. The evaluation of 
antimicrobial activity was performed by agar diffusion method end also by 
simultaneous and deferred methods in broth. The study of control of the psychrophilic 
microbiota of shrimp was made through the application L. reuteri culture and sterile 
extract in the samples of shrimp that were kept at a temperature of ± 7 ° C for 48 hours. 
L. reuteri showed ability to inhibit the growth of Aeromonas hydrophila, Bacillus 
cereus, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, 
Salmonella tiphymurium, Staphylococcus aureus and Vibrio cholera. The sterile extract 
of L. reuteri was able to reduce the count of psychrophilic microorganisms in two log 
cycles, whereas the culture maintained the initial count during the storage time. L. 
reuter was proved effective in controlling microorganisms psychrophiles shrimp 
suggesting its use as preservative in foods.  
 
Keywords: L. reuteri, antimicrobial activity, food preservation. 
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INTRODUÇÃO 
 
Em geral os alimentos, industrializados ou não, contem uma ampla variedade e 
quantidade de microrganismos, que podem interferir em sua vida útil ou causar doenças. 
Existem inúmeros recursos para eliminar esses microrganismos ou controlar o seu 
desenvolvimento nos alimentos, incluindo tratamento térmico, adição de conservadores 
químicos, uso de baixa temperatura durante o armazenamento, entre outros. No entanto, 
a cada dia aumenta a procura por alimentos naturais, que não tenham sido submetidos a 
nenhum tipo de processamento industrial ou que sejam minimamente processados, e que 
não sejam adicionados de produtos químicos.  
A indústria alimentícia tem investido muito para atender as exigências dos 
consumidores. Quem consome quer produtos seguros e mais naturais, porém com uma 
maior vida útil. Estas exigências, contudo, tem implicações microbiológicas, pois, 
muitas das mudanças necessárias para obtenção de um produto de aspecto, sabor e 
composição mais natural, acarretam a também diminuição dos fatores de conservação 
de um alimento, levando conseqüentemente, a perdas na sua segurança. Portanto, é 
importante que esta perda potencial seja de alguma forma compensada. É neste ponto 
que os antimicrobianos naturais encontram seu papel. 
Originalmente, especiarias e ervas eram adicionadas para mudar ou melhorar o 
sabor de alguns alimentos. Algumas destas substâncias também são conhecidas por 
contribuir para a autodefesa de plantas contra organismos infecciosos.  
Em biopreservação, a vida útil do produto é prolongada ou controlada por meio 
de microbiota natural ou adicionada, principalmente de bactérias ácido láticas (BAL) ou 
seus produtos antibacterianos como o ácido láctico, bacteriocinas e outros.  
BAL apresentam grande potencial para a aplicação como bioconservadoras de 
alimentos. Assim, muitos estudos com esses microrganismos vêm sendo desenvolvidos. 
Dessa forma, o presente estudo foi dirigido com o objetivo de avaliar o potencial da 
espécie Lactobacillus reuteri para a aplicação em alimentos. Sendo assim, o trabalho foi 
dividido em capítulos onde no capítulo 1 apresenta-se uma revisão bibliográfica sobre a 
bioconservação, a aplicação de bactérias láticas e a microbiota de camarão. O capítulo 2 
trata do estudo da ação antimicrobiana de L. reuteri sobre bactérias de interesse 
alimentar por serem patogênicas ou deteriorantes e o capítulo 3 trata do estudo do 
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controle da microbiota psicrófila de camarão (Litopenaeus vannamei) descascado 
mantido sob refrigeração durante 48 horas. 
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1.1 Introdução 
 
Várias técnicas para conservação de alimentos vêm sendo estudadas com o 
objetivo de substituir tratamentos físicos severos e a adição de conservantes químicos. 
A biopreservação, que consiste no controle dos microrganismos do alimento através de 
microbiota natural ou adicionada ou da aplicação de antimicrobianos naturais, torna-se 
uma alternativa de grande interesse para a indústria alimentícia. A revisão a seguir trás 
uma visão geral sobre o tema da bioconservação de alimentos e a importância das 
bactérias ácido láticas como culturas protetoras. Ainda, aborda temas de importância 
para o desenvolvimento deste trabalho como a descrição da espécie Lactobacillus 
reuteri e os antimicrobianos por ela produzidos, além de considerações sobre a 
microbiota dos crustáceos em geral, sua deterioração e mais especificamente sobre a 
espécie Litopenaeus vannamei que foi utilizado neste estudo como alimento modelo. 
 
1.2. Bioconservação de Alimentos 
 
O processamento moderno de alimentos é dependente de uma série de 
tecnologias de conservação para garantir que o alimento seja mantido a um nível 
aceitável de qualidade desde o momento da fabricação até o consumo. Uma das mais 
antigas destas tecnologias é a fermentação, um processo dependente da atividade 
biológica de microrganismos para a produção de uma série de metabólitos que podem 
suprimir o crescimento e a sobrevivência da microbiota indesejável nos alimentos. A 
fermentação como uma técnica de conservação de alimentos foi desenvolvida há 
milhares de anos (FOX, 1993). 
Com relação à bioconservação, que se refere à prorrogação da vida útil e 
melhoria da segurança dos alimentos utilizando microorganismos ou seus metabólitos, 
culturas starter já utilizadas na indústria tem sido alvo constante de estudos. Na 
verdade, há muitos exemplos que relatam a inibição de bactérias patogênicas e 
deteriorantes por BAL (bactérias ácido láticas), outros grupos de bactérias e compostos 
isolados de plantas, como apresentado na Tabela 1 (KAO & FRAZIER, 1966; PRICE & 
LEE, 1970; KLAENHAMMER, 1988; HOLZAPFEL et al., 1995). 
O crescimento, sobrevivência ou atividade de qualquer espécie microbiana em 
um alimento, seja de organismos deteriorantes não desejáveis, patógenos ou agentes de 
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bioconservação, em muitos casos será determinado pela presença de outras espécies 
(FLEET, 1999; GIRAFFA, 2003). Para ROSS et al. (2002), está ocorrendo um 
crescimento no arsenal de bioconservativos potenciais que podem ser usados 
isoladamente ou em combinação para proteger os alimentos contra patógenos e 
deterioradores. 
Os métodos modernos de preservação biológica ajudam a reduzir os riscos a 
saúde sem alterar as características sensoriais do produto (HOLZAPFEL et al., 1995). 
Vários microrganismos já foram avaliados como agentes de bioconservação 
(MEZIANE et al., 2006; CALVO et al., 2007; YU et al., 2007). Vários sistemas 
comerciais de bioconservação podem ser encontrados no mercado, tais como 
Microgard® 100 (SALIH et al. 1990), Microgard® 300 (ALZOREKY et al. 1991), 
nisina (STEVENS et al., 1992), Alta® (SALIH et al., 1990; ALZOREKY et al., 1991) e 
Perlac® (SALIH et al., 1990; ALZOREKY et al., 2002). 
Tabela 1. Efeito de agentes antimicrobianos naturais na preservação e qualidade de alimentos 
Produto Alimentar 
Agente 
Antimicrobiano 
(concentração) 
Dinâmica Microbiana 
Atributos de 
Qualidade 
Referências 
Iogurte de frutas vanilina (2000 ppm) Leveduras,bactérias (retardo do 
crescimento) 
Vida de prateleira 
(↑) 
Penney, et al,. 2004. 
Suco de tomate óleo de alho (0,1%) Contagem Total (3,9 RL) Vida de prateleira 
(↑) 
Nguyen and Mittal, 
2007. 
 nisina (0,004%) Contagem Total (↓)   
Salada de frutas pronta 
para consumo 
citral (25-125 ppm) 
 
 
Leveduras e bactérias láticas 
(LAB) 
 (retardo do crescimento) 
Vida de prateleira 
(↑) 
Molinos, et.al., 
2008. 
Melancia minimamente 
processada 
nisina (25 µg/mL) L. monocytogenes (0.8 RL) Qualidade (↑) Ukuku, et. al., 
2006. 
Vegetais minimamente 
processados 
nisina Pseudomonas (<1 RL) Vida de prateleira 
(↑) 
Uyttendaele, et. al., 
2004. 
  Aeromonas spp (2 RL)   
  contagem total ( 5.44 RL)   
Vinho  reuterina (8 AU/mL) LAB (MIC = 0.39 mg/mL)  Beatriz, al, al., 
2007. 
Carne de frango nisina L. monocytogenes (4.59 RL)  Arques, al, al., 
2004. 
  L. innocua (3.8 RL)   
  E. coli (<1 RL) Vida de prateleira 
(↑) 
Lemay, al, al., 
2002. 
UA: unidades arbitrárias foram definidas como a recíproca da maior diluição, que não permitiu o crescimento da cultura indicadora. 
AC: teor de antocianinas. ↑ e ↓ indicam aumentar ou diminuir, respectivamente. LR: redução do log microbiano. 
Com o maior conhecimento da complexidade das interações microbianas, 
combinado a fatores de conservação existentes nos sistemas alimentares, novos métodos 
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têm possibilitado a preservação biológica com o uso das chamadas culturas protetoras 
(HOLZAPFEL et al., 1995). DEVLIEGHERE et al., 2004 definem o termo cultura 
protetora como sendo culturas antagonistas que são adicionadas no alimento apenas 
para inibir patógenos e prolongar a vida útil, causando poucas alterações nas 
propriedades sensoriais do produto, sendo o efeito antagonista relacionado com a 
inibição de outros microrganismos pela competição por nutrientes e pela produção de 
muitos metabólitos antimicrobianos ativos.  HOLZAPFEL et al., 1995 discutem o 
mecanismo básico de inibição por culturas protetoras, especial referência é feitas as 
BAL. 
As BAL são promissoras como culturas protetoras, sendo a maioria dos 
representantes desse grupo de bactérias inofensivas a saúde humana, e algumas são 
reconhecidas como GRAS (Generally Recognised As Safe). Algumas dessas bactérias 
são usadas como probióticos e podem fornecer benefícios substanciais à saúde humana 
como estabilizar e normalizar o trato gastrointestinal. Outras estirpes estão associadas 
com ação anticancerígena e antitumoral. Estas características relacionadas à saúde 
podem servir como uma vantagem adicional na seleção e aplicação de culturas 
protetoras. Os avanços e o aumento do conhecimento da fisiologia e biologia moléculas 
das BAL, somando-se o progresso nas técnicas de seleção e de cultura, dão razão ao 
otimismo em relação ao desenvolvimento de culturas protetoras melhoradas 
(HOLZAPFEL et al., 1995).  
HUGAS (1995) demonstrou que a bioconservação aumenta a vida útil e a 
segurança de carnes e derivados através do uso de uma microbiota natural ou 
controlada, principalmente BAL. Para ADAMS & NICOLAIDES (1997) ao usar BAL 
para segurança alimentar, com exceção de enterococos, o risco de infecção é muito 
baixo, particularmente tendo em vista a ocorrência destas bactérias em número 
substancial em carnes e vegetais e seu uso desde a antiguidade na produção de uma 
variedade de produtos fermentados, onde elas ocorrem em grande número. Exemplos de 
inibição de deterioradores e patógenos por BAL podem ser encontrados em 
KLAENHAMMER (1993) e HOLZAPFEL et al. (1995). 
Alguns autores demonstraram os fatores que contribuem para a atividade 
antimicrobiana das BAL (LINDGREN & DOBROGOSZ, 1990; HOLZAPFEL et al., 
1995; ADAMS & NICOLAIDES, 1997). AMMOR et al. (2006) testaram as atividades 
antibacterianas das BAL contra microrganismos indicadores e patogênicos isolados de 
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instalações processadoras de alimento, com o objetivo de selecionar estirpes que 
pudessem ser usadas como bioconservadoras.  Estes autores sugerem a possibilidade de 
uso de bioconservadores no controle de biofilmes formados por L. innocua, H. alvei e S. 
aureus. TOPISIROVIC et al. (2006) também demonstraram o potencial das BAL na 
conservação de alimentos. 
DEVLIEGHERE et al. (2004) afirmaram que os estudos com culturas 
bacteriocigênicas têm sido  focalizados principalmente na inibição de patógenos 
alimentares como Listeria monocytogenes, pouco se conhecendo sobre a atividade 
dessas culturas protetoras contra organismos deterioradores específicos em diferentes 
tipos de alimento. Uma alternativa ao uso de culturas bacteriocigênicas é a utilização de 
culturas altamente competitivas como Lactobacillus alimentarus (ANDERSEN, 1995), 
Lactobacillus sakei (BREDHOLT et al., 2001; TANTILLO et al., 2002), Lactococcus 
lactis  (DEVLIEGHERE et al. ,2004), Lactobacillus plantarum (BERNBOM et al., 
2006) e Lactobacillus acidophilus (CHIODA et al., 2007). Uma das hipóteses do caráter 
antagonista destas culturas, proposta por JUVEN et al. (1994), baseia-se na produção de 
ácido lático que provocaria acidificação, detendo o crescimento de bactérias 
deterioradoras e patogênicas. Entretanto, DEVLIEGHERE et al. (2004) reconheceram 
que uma explicação mais completa desta inibição provavelmente é mais complexa, 
podendo ocorrer devido a combinação de efeitos tais como a produção de 
antimicrobianos e a competição pelo esgotamento de nutrientes específicos. 
As bactérias produzem muitos compostos que são ativos contra outros 
microrganismos, que podem ser aproveitadas para inibir o crescimento de 
microrganismos deteriorantes ou potencialmente patogênicos. Estes incluem produtos 
finais de fermentação, tais como ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio e diacetil, 
além de bacteriocinas e outros compostos antagônicos como a reuterina (DAESCHEL, 
1989). A produção destes compostos pode ser explorada para fornecer uma barreira 
adicional para crescimento de bactérias indesejáveis nos alimentos. 
A atividade antimicrobiana dos ácidos lático e acético é, em parte, devido ao fato 
de que estes ácidos na forma não dissociada podem atravessar a membrana celular 
microbiana reduzindo o pH intracelular, que irá interferir com importantes funções 
metabólicas (NAIDU et al., 1999). O ácido acético possui um efeito inibitório mais 
acentuado, uma que vez que sua constante de dissociação é maior que a do ácido lático 
(PIARD & DESMAZEAUD, 1991). 
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Os compostos antimicrobianos de natureza não-proteica já descritos na 
literatura, possuem as seguintes características: pequeno tamanho (massa molecular 
menor que 1 KDa), estrutura química heterocíclica ou aromática, e amplo espectro de 
ação antimicrobiana frente às bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos 
(NIKU-PAAVOLA et al., 1999). As seguintes substâncias são descritas na literatura 
como sendo de natureza não protéica: reuterina (produzida por L. reuteri), 
metilhidatoína, acetaldeido e D.isômeros de aminoácidos (NIKU-PAAVOLA et al., 
1999). 
Por sua vez, o termo bacteriocina somente foi introduzido por JACOB et al., em 
1953. Esses pesquisadores definiram as bacteriocinas como proteínas antibacterianas, 
caracterizadas pela biosíntese letal e ativa, contra linhagens da mesma espécie, ligando-
se a receptores específicos na superfície de células bacterianas (JACK et al., 1995). 
Atualmente o termo bacteriocina abriga uma ampla variedade de peptídeos e proteínas 
antimicrobianos produzidos por bactérias Gram-positivas com variados espectros e 
mecanismos de ação, tendo alguns deles, mas não todos, sua ação mediada por 
receptores específicos (Asaduzzaman et al., 2009; Zouhir et al., 2010). Peptídeos com 
tais características produzidos por bactérias Gram-negativas são chamados microcinas 
(Jack & Jung, 2000). 
Somando-se aos mais tradicionais e emergentes sistemas empregados para se 
obter uma vida de prateleira desejável existe a pressão dos consumidores por meios 
mais naturais para a conservação dos alimentos (ROBERTS & HOOVER, 1996; 
ROLLER, 1995; GOULD, 1996). Este fato tem concentrado a atenção em uma extensa 
faixa de sistemas antimicrobianos naturais extremamente efetivos que podem ser usados 
em alimentos (GOULD, 1996). A dinâmica destes sistemas pode contribuir de diversas 
maneiras para o controle de patógenos e a melhoria da qualidade sensorial dos 
alimentos. 
 
1.3.O Gênero Lactobacillus 
 
1.3.1. Ocorrência e Taxonomia 
 
Os lactobacilos são bactérias fastidiosas, encontrados em uma variedade de 
ambientes ricos em nutrientes, tais como carne e laticínios, material vegetal, mucosas 
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animal e do homem, esgoto e fezes animais (HAMMES & HERTEL, 2006). São 
bactérias Gram-positivas, não esporogênicas, não-móveis, catalase negativas e 
microrganismos que fermentam carboidratos de alimentos, geralmente considerados 
como seguros (AJAY & RAMANA, 2009). 
O gênero Lactobacillus é um grupo heterogêneo de BAL, composto por 
bactérias com diferentes propriedades fenotípicas, bioquímicas e fisiológicas. Essa 
heterogeneidade é refletida pelo conteúdo de Guanina + Citosina do genoma, que varia 
de 32 a 54% entre as espécies incluídas. A heterogeneidade e a grande quantidade de 
espécies são duas características que definem o gênero (SALMINEN et al, 2004). A 
caracterização genética também revelou que antiga classificação dos lactobacilos em 
homofermentativos obrigatórios, heterofermentativos facultativos e heterofermentativos 
obrigatórios é apenas parcialmente ligada à filogenia. Seqüenciamento dos genes 16S 
rRNA tem sido utilizado para dividir atualmente o gênero em mais de cem espécies 
agrupadas em sete (HAMMES & HERTEL, 2006) ou 12 (FELIS & DELLAGLIO, 
2007) grupos filogenéticos. No entanto, o agrupamento do gênero pode ser objeto de 
futuras mudanças à medida que mais seqüências inteiras do genoma tornam-se 
disponíveis e novas espécies são continuamente identificadas (CLAESSON et al., 
2008). 
As espécies do gênero Lactobacillus são amplamente distribuídas na natureza, e 
muitas delas têm sido aplicadas pela indústria alimentícia. Elas são geralmente as 
espécies mais ácido-tolerantes e algumas são isoladas de produtos fermentados como 
silagens, vegetais fermentados, etc (SALMINEN et al., 2004). 
 
1.3.2. A espécie Lactobacillus reuteri  
 
O microrganismo Lactobacillus reuteri é uma espécie heterofermentativa que 
reside no trato gastrointestinal (TGI), vaginal e oral do homem e outros animais de 
sangue quente (HAMMES & HERTEL, 2006). Algumas cepas de L.  reuteri são usadas 
como probióticos. A empresa BioGaia AB da Suécia possui várias cepas com um 
grande número de diferentes patentes para o uso comercial de L. reuteri. 
 Logo tenha sido descoberto L. reuteri foi incluido na classificação científica de 
bactérias do ácido láctico (BAL), embora neste momento ele tenha sido erroneamente 
classificado como uma cepa de Lactobacillus fermentum.  Na década de 1960 o alemão 
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microbiologista Gerhard Reuter, começou a distinguir L. reuteri de L. fermentum. 
REUTER (1965) reclassificou a espécie como "Lactobacillus fermentum biótipo II".  
 L. reuteri foi finalmente identificada como uma espécie distinta em 1980 por 
KANDLER & WEISS (1986). Foram encontradas diferenças significativas entre L. 
reuteri   e outros biótipos de L. fermentum, e, assim, a espécie ganhou identidade 
formal.  Eles escolheram o nome da espécie "reuteri" em homenagem ao seu 
descobridor Gerhard Reuter, e L.  reuteri desde então tem sido reconhecida como uma 
espécie separada dentro do gênero Lactobacillus. No início de 1980, logo após o seu 
reconhecimento como uma espécie distinta, os cientistas começaram a encontrar L.  
reuteri em muitos ambientes naturais. L.  reuteri foi isolado a partir de muitos 
alimentos, especialmente carnes e produtos lácteos (KANDLER & WEISS, 1986; 
REUTER, 1965; DELLAGLIO & TORRIANI, 1986).  
 
 
Figura 1. Foto microscopia óptica: L. reuteri em lâmina com coloração de Gram. 
 
O interesse em L.  reuteri começou a aumentar à medida que os cientistas 
começaram a encontrá-lo colonizando o intestino de animais saudáveis.  Gerhard Reuter 
isolou pela primeira vez L.  reuteri intestinal de humanos e fezes na década de 1960, e 
este trabalho foi depois repetido por outros pesquisadores (MOLIN, 2001).   
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1.3.3. Produção de Antimicrobianos por Lactobacillus reuteri 
 
A ação probiótica de L. reuteri é atribuída a sua capacidade de exercer um efeito 
inibitório sobre microrganismos patogênicos com uma combinação de diversos 
mecanismos, incluindo a produção de ácido lático, peróxido de hidrogênio e produção 
de bacteriocinas (Tabela 2). L. reuteri, como todas as BAL, é capaz de converter 
açúcares em ácido lático com produção de peróxido de hidrogênio.  Além disso, 
L. reuteri fermenta carboidratos e ácidos graxos de cadeia curta (CASAS & 
DOBROGOSZ, 2000).  
 
Tabela 2. Características da espécie L. reuteri (CONNOLLY et al., 2004). 
% (G+C) do DNA 40-42 
Tipo de ácido lático produzido DL 
Quantidade de ácido lático produzido <1% 
Hidrolise de arginina Positivo 
Temperatura ótima de crescimento 37⁰ - 38⁰C 
Temperatura máxima de sobrevivência 45⁰-47⁰C 
Sobrevivência a 15⁰C Negativo 
Metabolismo Heterofermentativo 
 
 
1.3.3.1.  Reuterina 
 
Um composto primário produzido por L. reuteri, reuterina, não apresenta 
componentes protéicos e é produzido durante a fermentação do glicerol. Reuterina, β-
hydroxypropionaldeido (3-HPA), derivado do glicerol, é produzida em condições de 
anaerobiose e apresenta efeitos de amplo espectro contra bactérias Gram-positivas e 
bactérias Gram-negativas, bem como fungos, leveduras e protozoários (SPINLER et al., 
2008). O amplo espectro de atividade antimicrobiana de L. reuteri tem sido considerado 
um recurso terapêutico importante e confere potencial para a prevenção ou tratamento 
de infecções (ANUKAM et al., 2006; ROSENFELDT et al., 2002; YUNMBAM & 
ROBERTS & HOOVER, 1996). 
A reuterina é um composto neutro, de
 
baixo peso molecular capaz de inibir o 
crescimento de muitas espécies de bactérias, inclusive Escherichia, Salmonella, 
 Shigella, Proteus, Pseudomonas, Clostridium 
como leveduras, fungos e protozoários,
(TALARICO & DOBROGOZS
uma larga faixa de pH e resistente a ação de enzimas proteolíticas e l
ZINEY et al., 1989). 
A reuterina existe como uma mistura em equilíbrio das formas monomérica, 
monomérica hidratada e dimérica cíclica de b
principais grupos funcionais da molécula de reuterina foram det
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Figura 2. (A) Formas Monomérica, (B) Monomérica Hidratada e (C) Dímero Cíclico da Reuterina.
 
O modo de ação da reuterina é atribuído ao fato de ela ser considerada um 
análogo da D-ribose sendo capaz de inibir a síntese de DNA por inibir a ribonucleotideo 
redutase envolvida no primeiro passo da síntese de novos ribonucleotídeos para a 
síntese do DNA. Isso foi observado ao testar o efeito inibitório da reuterina contra 
subunidades B1 e B2 purificadas da ribonucleotideo redutase isolada de 
Reuterina causou uma inibição de 50% da atividade da subunidade B. Essa inibição da 
atividade da ribonucleotideo redutase explicar o amplo efeito antimicrobiano. Nesses 
experimentos, também foi demonstrado que a Thioredoxina, outra enzima sulfidrila, foi 
inibida pela reuterina. Isto sugere que o mecanismo de ação da reuterina pode ser 
e Staphylococcus e outro
 
muitos dos quais são patogênicos para
, 1989). É uma substância solúvel em água, ativa em 
-hydroxypropionaldehydo 
erminados através de 
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-ZINEY et al., 2000).  
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direcionado para as enzimas sulfidril. Até agora não está demonstrado que uma das três 
formas de reuterina ou qual combinação é a entidade ativa de origem biológica. É 
também difícil verificar as mudanças que podem ocorrer na concentração relativa ou 
eficácia biológica dessas entidades sob diferentes condições ambientais. Além disso, a 
maior resistência de BAL e em menor medida de algumas cepas de Listeria sp. e 
algumas outras bactérias, ainda precisa ser explicada (EL-ZINEY et al., 2000). 
A atividade inibitória da reuterina contra Listeria monocytogenes e Escherichia 
coli O157:H7 foi investigada em leite, queijo cottage e carne (EL-ZINEY et al., 1989). 
Reuterina foi bactericida em leite a 37 °C, inativando vários patógenos Gram-negativos, 
ao passo que a atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes foi somente 
bacteriostática (ARQUÉS et al., 2004). 
ARQUÉS et al. (2004) sugere a aplicação de reuterina em leite e outros produtos 
lácteos para inibir bactérias patogênicas presentes devido à contaminação pós-
pasteurização. 
 
1.3.3.2. Outros compostos antimicrobianos produzidos por L. reuteri 
 
TOBA et al. (1991) em sua pesquisa relataram o isolamento de uma 
bacteriocina, produzida por uma cepa isolada de fezes de crianças, a qual deram o nome 
de Reutericina 6. Essa bacteriocina, reutericina 6 inibiu o crescimento de algumas 
espécies do gênero Lactobacillus, mas não de outras bactérias. Reutericina 6 pode 
desempenhar um papel importante permitindo que L. reuteri seja a espécie dominante 
entre os lactobacilos heterofermentativos. 
Posteriormente, reutericiclina, um ácido tetrâmico, foi purificada a partir de 
culturas de Lactobacillus reuteri isoladas de humanos (GÄNZLE et al. 2000; 
HÖLTZEL et al., 2000). Ela é o primeiro antibiótico de baixo peso molecular de 
bactérias lácticas. 
A atividade inibitória da reutericicina foi testada contra uma ampla gama de 
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como leveduras e fungos. Uma visão 
geral sobre a sensibilidade de vários microorganismos a ela é dada na Tabela 3 
(GÄNZLE et al., 2000).  
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Tabela 3. Espectro inibitório da reutericiclina em pH neutro (GÄNZLE, 2004) 
Organismos Número e tipo das cepas 
Lactobacillus >30 cepas representando 17 espécies; 5 cepas resistentes de L. brevis e L. 
plantarum 
Enterococcus 4 cepas de E. faecalis e E. faecium 
Staphylococcus 7 cepas de Staphylococcus aureus 
Bacillus Bacillus cereus, Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens (9 cepas) 
Gram-negativos 
entéricos 
Escherichia coli (4 cepas, incluindo 1cepa EHEC) e Salmonella entérica (2 
cepas) 
Fungos e leveduras Fusariums spp., Brettariomyces spp., Saccharomyces cerevisae e Candida 
krusei 
 
Reutericiclina é altamente hidrofóbica e carregada negativamente (GÄNZLE et 
al. 1999). O peso molecular é 350, correspondendo a uma fórmula molecular 
C20H31NO4. A estrutura e a atividade antibacteriana da reutericiclina foram confirmadas 
com reutericiclina racêmica obtida através de síntese química (MARQUARDT et al.,  
2000). 
Geralmente, as bactérias Gram-positivas são sensíveis à reutericiclina, e as 
bactérias patogênicas Staphylococcus aureus, Listeria innocua, bem como o patógeno 
oportunista Enterococcus faecium são inibidas por ela (GÄNZLE, 2004). 
 
1.4.Microbiota do Camarão 
 
A carne e os órgãos internos de peixes e frutos do mar recém capturados são 
normalmente estéreis, no entanto na pele, guelras e vísceras encontram-se bactérias 
(ICMSF, 1985). 
No entanto, a microbiota do pescado vivo depende da carga microbiana das 
águas onde ele habita. Conseqüentemente, após a captura, o processamento e 
armazenamento são essenciais para que não se propicie condições para o crescimento 
bacteriano, garantindo assim, um produto sem riscos a saúde pública (FRAZIER & 
WESTHO, 1993; JAY, 1999; ICMSF, 1985). 
A microbiota natural dos crustáceos marinhos de águas temperadas é composta 
predominantemente de bacilos Gram-negativos, no caso dos camarões tropicais, a 
24 
 
microbiota é composta por micrococos, corineformes e bacilos Gram-negativos 
(ICMSF, 1985). 
Os produtos marinhos tropicais e subtropicais contêm em sua microbiota natural 
Pseudomonas em número insignificante em relação à população total. Existem várias 
possíveis razões para a deterioração subseqüente por Pseudomonas, as quais envolvem 
uma ou mais das seguintes: (1) tempo de geração mais curto do que os outros 
organismos, (2) reações antagonísticas ou sinergísticas, (3) habilidade de atacar 
moléculas de proteínas com alto peso molecular, e (4) atividade bioquímica (BEIRÃO, 
et al.; 2001). 
Segundo HUSS e colaboradores (2000) existem dois grupos relevantes de 
bactérias que contaminam os produtos marinhos: o primeiro grupo compreende as que 
estão presentes naturalmente no ambiente como Aeromonas hydrophila, Clostridium 
botulinum,Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus e Listeria 
monocytogenes; enquanto o segundo grupo aquelas presentes devido à contaminação de 
resíduos humanos como Salmonella sp, Shigella sp e Escherichia coli 
(Enterobacteriaceas). 
VANDENBERGHE & THOMPSON (2003) relataram que os vibrios são os 
microrganismos mais importantes na aqüicultura, por infectarem organismos marinhos 
como crustáceos, várias espécies de peixes e moluscos. Algumas espécies de Vibrios sp, 
como o Vibrio alginolyticus e V. fluvialis são caracterizadas como microrganismos 
naturais de meios marinhos e camarões (HOSSEINI & CHERAGHALI, 2003). 
Em camarões, caranguejos, lagostas e pescados em geral, tem-se encontrado 
espécies dos gêneros Bacillus, Micrococcus, Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, 
Flavobacterium, Acaligenes e Proteus (ICMSF, 1985; JAY, 2005). 
A transmissão de bactérias patogênicas de origem entérica, procedentes de águas 
residuais humanas ou animais via produtos marinhos, incluindo Salmonella sp, têm sido 
relatada. É possível afirmar, que sorotipos desta bactéria encontrados em águas poluídas 
sejam provenientes de humanos (ICMSF, 1985). A pesquisa de coliformes a 45ºC e 
Escherichia coli fornece com maior segurança, informações sobre suas condições 
higiênico-sanitárias e indicam a presença de enterobactérias possivelmente patogênicas 
(FRANCO & LANDGRAF, 2007).  
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1.4.1. Decomposição microbiana dos crustáceos 
 
Diversos fatores podem influenciar na velocidade de decomposição do pescado, 
tais como: (1) número inicial de bactéria, (2) condições de armazenagem (temperatura, 
umidade e atmosfera gasosa), (3) tipo de pescado (certos produtos marinhos contêm 
altos níveis de osmorreguladores na forma de nitrogênio não protéico, por exemplo, 
aminoácidos, óxido de trimetilamina ou uréia, que estão prontamente disponíveis para a 
bactéria, (4) temperatura da água de captura do pescado (diversos peixes e crustáceos 
são capturados em águas frias, portanto a microbiota não é efetivamente inibida pela 
refrigeração como é a microbiota normal de animais de sangue quente), (5) local e 
método de processamento (a bordo do navio ou barcos, versus planta industrial) 
(BEIRÃO et al.; 2000). 
As proteínas de produtos marinhos sofrem uma pronunciada decomposição pela 
ação das bactérias, com formação de compostos tóxicos e com odor pútrido. O músculo 
do animal vivo ou recém abatido normalmente é estéril, mas um grande número de 
bactérias está presente. Quando o animal morre, as bactérias gradualmente penetram nos 
músculos. A decomposição é particularmente intensa quando o produto sai do rigor 
mortis, e as bactérias têm como substrato os produtos hidrolisados formados como 
resultado da autólise, ou seja, aminoácidos, óxido de trimetilamina, histídina, uréia, etc., 
que ocorrem no músculo (BEIRÃO, et al.; 2000). 
A alteração microbiana da carne dos crustáceos é um processo proteolítico 
(ICMSF, 1985). Devido à anatomia destes organismos, supõe-se que as alterações 
iniciam-se na superfície externa. Os crustáceos apresentam 300mg de nitrogênio/100g 
de carne, em aminoácidos livres e substâncias nitrogenadas voláteis, o que os torna 
muito sensíveis aos microrganismos deteriorantes (JAY, 2005). 
 
1.5.Camarão branco do pacífico (Litopenaeus vannamei) 
 
A espécie de camarão L. vannamei pertence ao Filo Arthropoda, Classe 
Crustácea, Ordem Decapoda, Família Penaeidae e Gênero Penaeus. Requer 
temperaturas na faixa de 24 a 32ºC, podendo tolerar de 12 a 38ºC. Apresentam grande 
tolerância às variações de salinidade; de 0 a 60%, embora prefiram salinidades na faixa 
de 25 a 35%. É tolerante ao manuseio, apresenta boa taxa de conversão alimentar e o 
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nível protéico da ração não precisa ser elevado (20 a 25%) (SAINT-BRISSON, 1999). É 
nativo do Oceano Pacífico, ocorrendo naturalmente desde a costa do Peru até a 
Califórnia em profundidades que variam de 0 a 72 metros (ARANA, 1999). 
Por ser uma espécie exótica, seu processo de adaptação, consolidação e 
disseminação, necessitou ser profundamente pesquisado, desde a produção de pós-
larvas, tipo de ração a ser fornecida para este animal, e transformações dos processos 
tecnológicos envolvidos desde o manejo até o processamento do produto final 
(ANDREATTA, et al., 2004). 
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2.1.Introdução 
 
As bactérias ácido láticas (BAL) constituem um grupo de diversos 
microrganismos amplamente distribuídos na natureza associados com plantas (couve, 
milho, cevada), carnes, laticínios, mingaus e silagens. Conhecidas como culturas 
iniciadoras no processamento de produtos lácteos tais como, leites fermentados, 
iogurtes, queijos e manteigas, são importantes comercialmente também na fabricação de 
embutidos, carnes curadas, vinhos, cervejas, picles e outros (CARR et  al., 2002). 
BAL consistem de bastonetes ou cocos Gram-positivos e compreendem os gêneros: 
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e, mais recentemente, o gênero Lactococcus. 
Estas bactérias são geralmente mesófilas, mas podem crescer tanto a 5 °C quanto a 
45 °C. Da mesma maneira, enquanto algumas crescem a pH 4,0 - 4,5, outras são ativas a 
pH 9,6 ou 3,2 (CAPLICE & FITZGERALD, 1999). São oxidases negativas, benzidinas 
negativas, catalase negativas com exceção de algumas que produzem uma pseudo 
catalase e necessitam de porfirina férrica (CARR et al., 2002). 
BAL têm sido caracterizadas principalmente pela sua habilidade em formar vários 
isômeros de ácido lático pela fermentação da glicose (CAPLICE & FITZGERALD, 
1999, CARR et al., 2002).  
 BAL produzem muitos compostos que são ativos contra outros microrganismos, 
que podem ser aproveitados para inibir o crescimento de microrganismos deteriorantes 
ou potencialmente patogênicos. Estes incluem produtos finais de fermentação, tais como 
ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio e diacetil, além de bacteriocinas e outros 
compostos antagônicos como a reuterina (DAESCHEL, 1989).  
 
A espécie Lactobacillus reuteri  
 
O microrganismo Lactobacillus reuteri é uma espécie heterofermentativa que 
reside no trato gastrointestinal (TGI), vaginal e oral do homem e outros animais de 
sangue quente (HAMMES & HERTEL, 2006). Algumas cepas de L.  reuteri são usadas 
como probióticos. A empresa sueca BioGaia possui várias cepas com um grande 
número de patentes para o uso comercial de L. reuteri. 
O interesse em L.  reuteri começou a aumentar à medida que os cientistas 
começaram a encontrá-lo colonizando o intestino de animais saudáveis.  Gerhard Reuter 
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isolou pela primeira vez L.  reuteri intestinal de humanos e fezes na década de 1960, e 
este trabalho foi depois repetido por outros pesquisadores (MOLIN, 2001).   
 
Reuterina 
 
Um composto primário produzido por L. reuteri, reuterina, não apresenta 
componentes protéicos e é produzido durante a fermentação do glicerol. Reuterina, β-
hydroxypropionaldeido (3-HPA), derivado do glicerol, é produzida em condições 
anaerobiose e apresenta efeitos de amplo espectro contra bactérias Gram-positivas e 
bactérias Gram-negativas, bem como fungos, leveduras e protozoários (SPINLER et al., 
2008). O amplo espectro de atividade antimicrobiana de L. reuteri tem sido considerado 
um recurso terapêutico importante e confere potencial para a prevenção ou tratamento 
de infecções (ANUKAM et al., 2006; ROSENFELDT et al., 2002; YUNMBAM & 
ROBERTS & HOOVER, 1996). 
A Reuterina é um composto neutro, de
 
baixo peso molecular capaz de inibir o 
crescimento de muitas espécies de bactérias, inclusive Escherichia, Salmonella, 
Shigella, Proteus, Pseudomonas, Clostridium e Staphylococcus e outros organismos 
como leveduras, fungos e protozoários,
 
muitos dos quais são patogênicos para o homem 
(TALARICO & DOBROGOSZ, 1989). É uma substância solúvel em água, ativa em 
uma larga faixa de pH e resistente a ação de enzimas proteolíticas e lipolíticas  (EL-
ZINEY et al., 1999). 
O modo de ação da reuterina é atribuído ao fato de ela ser considerada um análogo 
da D-ribose sendo capaz de inibir a síntese de DNA por inibir a ribonucleotideo 
redutase envolvida no primeiro passo da síntese de novos ribonucleotídeos para a 
síntese do DNA. Isso foi observado ao testar o efeito inibitório da reuterina contra 
subunidades B1 e B2 purificadas da ribonucleotideo redutase isolada de E. coli. 
Reuterina causou uma inibição de 50% da atividade da subunidade B. Essa inibição da 
atividade da ribonucleotideo redutase explicar o amplo efeito antimicrobiano. Nesses 
experimentos, também foi demonstrado que a Thioredoxina, outra enzima sulfidrila, foi 
inibida pela reuterina. Isto sugere que o mecanismo de ação da reuterina pode ser 
direcionado para as enzimas sulfidril. Até agora não está demonstrado que uma das três 
formas de reuterina ou qual combinação é a entidade ativa de origem biológica. É 
também difícil verificar as mudanças que podem ocorrer na concentração relativa ou 
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eficácia biológica dessas entidades sob diferentes condições ambientais. Além disso, o 
fato de algumas BAL e em menor medida algumas cepas de Listeria sp. apresentarem 
resistência a reuterina ainda  precisa ser explicado (EL-ZINEY et al., 2000). 
A atividade inibitória da reuterina contra Listeria monocytogenes e Escherichia 
coli O157:H7 foi investigada em leite, queijo tipo cottage e carne (EL-ZINEY et al., 
1999). Reuterina foi bactericida em leite a 37 °C, inativando vários patógenos Gram-
negativos, ao passo que a atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes foi 
somente bacteriostática (ARQUÉS et al., 2004). 
ARQUÉS et al. (2004) sugere a aplicação de reuterina em leite e outros produtos 
lácteos para inibir bactérias patogênicas presentes devido à contaminação pós-
pasteurização. Assim, A produção destes compostos pode ser explorada para fornecer 
uma barreira adicional para crescimento de bactérias indesejáveis nos alimentos. 
 
 
2.2.Objetivos 
 
Avaliar a eficácia antimicrobiana da cultura celular e do extrato de Lactobacillus reuteri 
contra bactérias de interesse em alimentos. 
 
2.2.1. Objetivos Específicos 
 
• Avaliar o efeito inibitório da cultura de Lactobacillus reuteri em meio sólido 
contra Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, 
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas 
aeruginosa, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus e Vibrio cholerae. 
• Avaliar o efeito inibitório do extrato estéril de Lactobacillus reuteri contra 
Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, Escherichia 
coli, Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, 
Salmonella enterica, Staphylococcus aureus e Vibrio cholerae. 
• Avaliar o efeito inibitório de Lactobacillus reuteri em meio líquido contra, 
Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Proteus vulgaris, 
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Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus e Vibrio 
cholerae pelo Método Simultâneo.  
• Avaliar o efeito inibitório de Lactobacillus reuteri em meio líquido contra, 
Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Proteus vulgaris, 
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus e Vibrio 
cholerae pelo Método Deferred.  
 
2.3.Material e Métodos 
 
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Microbiologia de 
Alimentos I do Departamento de Ciência e Tecnologia de Alimentos da Universidade 
Federal de Santa Catarina. 
 
2.3.1  Microrganismos e condições de cultivo 
 
O microrganismo Lactobacillus reuteri ATCC 1428, isolado de fezes humanas, foi 
adquirido da Coleção de Cepas Tropicais da Fundação André Tosello e foi mantido em 
Caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS) com 20% de glicerol a -20 ºC. Para reativação 1 
mL da cultura em temperatura ambiente foi transferida para 10mL de caldo MRS e 
incubada a 37 ºC por 24 horas. 
As seguintes cepas foram usadas como indicadoras: Aeromonas hydrophila 
ATCC 7966, Bacillus cereus ATCC 11778, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, 
Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes 19117, Proteus vulgaris ATCC 
13315, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enterica ATCC 14028, 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Vibrio cholerae ATCC 15748. Todas as cepas 
foram gentilmente cedidas pela Fundação Oswaldo Cruz (FioCruz). As mesmas foram 
mantidas em meio sólido inclinado recomendado pela FioCruz a temperatura de 7 ºC. 
Para reativação, todas as cepas foram cultivadas em caldo triptona de soja (TSB). 
Os meios seletivos usados para a contagem das cepas indicadoras utilizadas nos 
ensaios de inibição em caldo são apresentados na tabela 1. 
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Tabela 1. Meios seletivos usados para a contagem das cepas indicadoras. 
Microrganismo Meio Seletivo  
Bacillus cereus Ágar Gema de Ovo e Polimixina (MYP) 
Enterobacter aerogenes Ágar Eosina Azul de Metileno (EAM) 
Escherichia coli Ágar Eosina Azul de Metileno (EAM) 
Proteus vulgaris Ágar verde brilhante vermelho de fenol lactose 
sacarose (BPLS) 
Pseudomonas aeruginosa Ágar Cetrimide 
Salmonella entérica Ágar verde brilhante vermelho de fenol lactose 
sacarose (BPLS) 
Staphylococcus aureus Ágar Baird-Parker (BP) 
Vibrio cholerae Ágar de tiossulfato, citrato, bílis e sacarose 
(TCBS) 
 
2.3.2. Produção da Cultura de Lactobacillus reuteri 
 
A partir da cultura pré reativada, 1 mL foi transferido para um novo tubo contendo 
10mL de caldo MRS e incubado a 37 ºC por 6 horas. Após a incubação, o volume total 
foi transferido para um frasco contendo 250 mL de caldo MRS e incubado a 37 ºC por 
24 horas. Este caldo foi usado como inóculo de Lactobacillus reuteri. 
 
2.3.3. Produção do Extrato de Lactobacillus reuteri produzido por fermentação do 
glicerol 
 
A produção do extrato de L. reuteri por fermentação do glicerol foi realizado 
conforme a metodologia descrita por CLEUSIX (2008) com algumas modificações. A 
partir da cultura de L. reuteri pré reativada, 1 mL foi transferido para um novo tubo 
contendo 10mL de caldo MRS e incubado a 37 ºC por 6 horas. Após a incubação, o 
volume total foi transferido para um frasco contendo 50 mL de caldo MRS e incubado a 
37 ºC por 12 horas. Todo o volume foi transferido para um frasco contendo 500 ML de 
caldo MRS e incubado a 37 ºC por 24 horas. As células foram colhidas por 
centrifugação em 1500 x g por 10 minutos a 20 °C, lavadas com tampão fosfato de 
potássio (0,1 M, pH 7,0), ressuspendidas em 300 mL de solução estéril aquosa de 
glicerol (200 mm) e incubadas por 3 horas a 37 ° C em cuba de anaerobiose 
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(Anaerogen®). As células foram removidas por centrifugação (8000 x g, 10 minutos) e 
150 mL do sobrenadante foram esterilizados por filtração em membrana 0,22 µm 
(Millipore). 
 
2.3.4. Ensaios de inibição em Meio Sólido 
 
Os ensaios de inibição em meio sólido foram realizados através do Método de 
Difusão em Agar pela técnica de poços (PINTO et al., 2003). Em placas de Petri 10x90 
mm, contendo ágar triptona de soja (TSA), foi aplicada a cultura indicadora, descritas 
no item 2.3.1, com auxílio de um swab para a formação de um tapete bacteriano. Após a 
total absorção do inoculo, foram feitas cavidades de 6 mm de diâmetro, onde foi 
inoculado 50 µL do extrato e 50 µL da cultura de L. reuteri. O ensaio foi pré-incubado 
por 2 horas a temperatura ambiente para difusão dos extratos e posteriormente incubado 
a 37 ºC por 24-48 horas. Cada ensaio foi feito em triplicata e após, o período de 
incubação, procedeu-se à leitura e interpretação dos resultados, através da medida do 
diâmetro da zona sem crescimento da cepa indicadora.  
 
2.3.5. Ensaios de Inibição em Meio Líquido 
 
Os ensaios de antagonismo em meio líquido foram realizados por Método 
Simultâneo e Método Deferred. Inicialmente o inoculo foi preparado pela cultivo de 
uma colônia isolada de cada microrganismo indicador, descritos no item 2.3.1, em caldo 
TSB por 24 horas a 36 ºC. Após incubação o inoculo foi padronizado em 103 UFCg-1 
usando o padrão 0,5 da escala de McFarland e diluições seriadas. No Método 
Simultâneo, cada microrganismo indicador (item 2.3.1) e L. reuteri foram inoculados 
simultaneamente em 10 mL de caldo TSB e o experimento foi incubado por 24 horas a 
36 ºC. No Método Deferred, L. reuteri foi inoculado em 10 mL de caldo TSB e 
incubado por 24 horas a 36 ºC em anaerobiose (Anaerogen®) e após o período de 
incubação o microrganismo indicador (item 2.3.1) foi inoculado e novamente incubado 
por 24 horas a 36 ºC. Para os dois experimentos o controle foi a cultura da cepa 
indicadora em caldo TSB.   Após a incubação, a contagem final da cepa indicadora em 
meio seletivo foi realizada para os dois métodos e para o controle. 
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2.3.6. Análise Estatística 
 
O resultado dos Ensaios em caldo foi submetido à análise de variância (ANOVA) 
seguida de teste de Tukey para avaliar a diferença estatística entre o controle e o 
tratamento. As análises foram realizadas com auxílio do programa STATISTICA® 9.0 
(StaSoft). 
 
2.4. Resultados e Discussão 
  
De todas as culturas indicadoras testadas, duas apresentaram crescimento inibido 
pela cultura de L. reuteri em meio sólido, Proteus vulgaris e Vibrio cholerae, com 
zonas de inibição médias de 3,3 mm e 7,8 mm de diâmetro.  
Resultados pouco expressivos foram observados nos ensaios em meio sólido 
quando se avaliou a inibição usando uma cultura de L. reuteri. O caldo de crescimento e 
o ensaio de inibição ocorreram todos em aerobiose, desta forma a produção de 
antimicrobianos por L. reuteri pode ter sido insuficiente para inibir o crescimento da 
maioria das cepas indicadoras. Segundo RUCH et al. (1974) os microrganismos que tem 
a capacidade de produzir reuterina como L. reuteri e K. pneumonie, apresentam essa 
produção apenas em anaerobiose e produção bastante reduzida em aerobiose.  
Os ensaios de inibição feitos com o extrato de L. reuteri, apresentaram resultados 
positivos para cinco cepas indicadoras, Bacillus cereus, Escherichia coli, Proteus 
vulgaris, Staphylococcus aureus e Vibrio cholerae. O resultado da media das zonas de 
inibição observadas nas três repetições para o ensaio com o extrato é apresentado na 
Tabela 3. A Figura 1 apresenta zonas de inibição de Vibrio cholerae e Bacillus cereus 
quando tratados com o extrato de L. reuteri em Agar TSA.   
 
 
Figura 1. Zonas de inibição de Vibrio cholerae (A) e Bacillus cereus (B) quando tratados com o extrato 
de L. reuteri em Agar TSA. 
A B 
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Novamente, houve inibição do crescimento de V. cholerae, apresentando as 
maiores médias para as zonas de inibição observadas, seguido de Bacillus cereus e 
Proteus vulgaris.  Ainda, apresentaram-se inibidos pelo extrato, Staphylococcus aureus 
e E. coli.  
 
Tabela 2. Zonas de inibição de diferentes micro-organismos tratados com o extrato de L. reuteri em Agar 
TSA. 
Microrganismo Indicador 
Zona de 
Inibição halo* 
(mm) 
Aeromonas hydrophila 0,00 
Bacillus cereus 5,06 
Enterobacter aerogenes 0,00 
Escherichia coli 2,30 
Listeria monocytogenes 0,00 
Proteus vulgaris 5,06 
Pseudomonas aeruginosa 0,00 
Salmonella enterica 0,00 
Staphylococcus aureus 4,36 
Vibrio cholerae 5,90 
* halo é a medida da diferença do diâmetro da zona de inibição menos o diâmetro do poço. 
 
A capacidade de algumas cepas de L. reuteri de inibir o crescimento de 
V. cholerae foi testada por SPINLER et al. (2008). Neste trabalho os autores testaram a 
atividade de quatro cepas de L. reuteri e verificaram que todas elas apresentaram efeito 
inibitório contra este microrganismo. Segundo os autores as cepas de L. reuteri 
apresentam diferenças na síntese de reuterina, o que revela diferenças na expressão 
gênica. No entanto, o composto produzido por todas as cepas apresentam-se 
semelhantes quanto à capacidade de inibição contra as cepas indicadoras testadas. Os 
autores utilizaram neste estudo uma solução de reuterina que foi produzida de forma 
semelhante ao extrato de L. reuteri usados no presente trabalho. Ainda, o estudo de 
SPINLER et al. (2008), apresenta resultados de inibição da solução de reuterina contra 
cepas patogênicas de E. coli. 
EL-ZINEY et al. (2000) já haviam relatado a capacidade inibitória de reuterina 
produzida por L. reuteri contra cepas de Bacillus cereus com Concentração Inibitória 
Mínima (MIC) de 2 UA/mL. 
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Para os ensaios realizados em meio líquido pode-se observar que pelo Método 
Simultâneo L. reuteri apresentou efeito inibitório baixo contra todos os microrganismos 
testados, porém quando analisados estatisticamente, apenas os resultados para E. 
aerogenes, P. vulgaris e V. cholerae apresentaram diferença estatística (p < 0,05). O 
resultado da contagem do controle comparado ao tratamento pelo Método Simultâneo 
pode ser observado na Figura 2.  
 
Figura 2. Contagens (Log 10) de diferentes microrganismos quando tratados com L. reuteri, em meio 
liquido, pelo método Simultâneo. 
*O símbolo (a) representa diferença estatística entre o controle e o tratamento. 
 
A produção de reuterina em aerobiose é baixa (RUCH, 1974). Dessa forma, o 
crescimento simultâneo do microrganismo indicador não permitiu que uma 
concentração suficiente de reuterina para ser efetiva fosse atingida a tempo de inibir o 
seu crescimento.  
Os resultados dos ensaios da atividade antimicrobiana de L. reuteri contra 
diferentes microrganismos, em meio liquido, pelo método Deferred, são apresentados na 
Figura 3.  
Os resultados desse estudo mostraram que L. reuteri inibiu todos os organismos 
testados apresentando diferença estatística (p < 0,05).  
ARQUÉS et al. (2007) em estudo de aplicação de reuterina em leite refrigerado 
avaliaram a atividade inibitória deste antimicrobiano contra patógenos Gram-negativos. 
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Os autores observaram que a reuterina foi efetiva contra E.coli, Yersinia enterocolitica, 
Aeromonas hydrophila e Campylobacter jejuni. 
 
Figura 3. Contagens (Log 10) de diferentes microrganismos quando tratados com L. reuteri, em meio 
liquido, pelo método Deferred. 
*O símbolo (a) representa diferença estatística entre o controle e o tratamento. 
. 
 
 
Cepas de Salmonella sp. apresentam-se sensíveis a antimicrobianos produzidos 
por L. reuteri. BARROS et al. (2009) avaliaram a atividade de cepas de Lactobacillus 
sp. isolados de inglúvio e ceco de aves contra salmonelas isoladas de vísceras de 
galinha. L. reuteri foi eficiente contra todas as cepas testadas. SPINLER et al. (2008) 
também reportaram a atividade inibitória da reuterina contra Salmonella entérica.  
A reuterina é efetiva na inibição de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Shewanella putrefaciens e outros 
(EL-ZINEY et al., 1997; CHUNG et al., 1989). 
Neste estudo Lactobacillus reuteri foi capaz de inibir todas as cepas testadas pelo 
Método Deferred, sugerindo que houve produção de reuterina durante a incubação em 
anaerobiose. No entanto, a produção de outros compostos antimicrobianos como ácido 
lático, ainda que em pequena quantidade, peróxido de hidrogênio e reutericiclina, além 
da exaustão de nutrientes podem também ter influenciado nestes resultados. 
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2.5. Conclusões 
 
2.5.1. A cultura de L. reuteri foi eficiente na inibição de Proteus vulgaris e Vibrio 
cholerae em meio sólido. 
2.5.2. O extrato de L. reuteri foi eficiente na inibição de B. cereus, E. coli, P. vulgaris, 
S. aureus  e V. cholerae em meio sólido. 
2.5.3. L. reuteri inibiu o crescimento de E. aerogenes, P. vulgaris e V. cholerae pelo 
Método Simultâneo. 
2.5.4. L. reuteri inibiu o crescimento de todos os microrganismos testados pelo 
Método Deferred. 
2.5.5. Sugere-se que L. reuteri produz reuterina através da fermentação do glicerol, e 
esta foi eficiente para a inibição dos microrganismos testados neste trabalho. 
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Capítulo 3: CONTROLE DA MICROBIOTA PSICRÓFILA DE 
CAMARÃO (Litopenaeus vannamei) POR Lactobacillus reuteri 
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3.1.Introdução 
 
A atividade de camarão marinho cultivado no país é uma prática nova, assim 
mesmo, teve uma trajetória de crescimento rápido instigada por fatores técnicos e 
econômicos num ambiente favorável de preço e demanda em condições no mercado 
internacional e doméstico além de uma base interna de estimulo aos fatores propulsores 
de seu desenvolvimento. O setor detém forte potencial de crescimento e se transformou 
numa das atividades agropecuárias importantes para a economia do país, muito 
especialmente para a região nordeste (BRDE, 2004). 
A história catarinense do camarão cultivado começou em 1984, quando a 
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) iniciou suas pesquisas de reprodução e 
cultivo do camarão-rosa (espécie nativa). Os resultados obtidos nos cultivos foram 
insatisfatórios e os empreendimentos foram se enfraquecendo, a produção caindo, até 
que, finalmente, deixaram de existir. Em 1998, após o fechamento de vários 
empreendimentos, a UFSC e a Epagri introduziram no estado a espécie Litopenaeus 
vannamei (camarão-branco-do-pacífico), que havia apresentado nos cultivos do 
Nordeste ótimas taxas de sobrevivência, conversão alimentar e crescimento. Este alto 
desempenho do L. vannamei viabilizou a reativação dos antigos empreendimentos e 
possibilitou novas instalações de cultivo. 
O Brasil com a produção de 90.000 toneladas de camarão, em 2003, tornou-se o 
maior produtor de camarão da América Latina e um exportador em potencial. No ano 
2004, as vendas externas de camarão cultivado foram de 45 mil t no período de janeiro a 
outubro (ABCC, 2002). 
O processamento da produção do setor da carcinicultura nacional, de forma 
geral, não constitui tarefa muito especializada. A operação tem início depois de 
encerrada a fase de despesca do camarão (fase de retirada da produção dos tanques de 
engorda) e antes da comercialização. O produto é beneficiado para se adequar à 
demanda do comprador e, conforme especialistas inclui um procedimento simples e sem 
agregar muito valor (BRDE, 2004). 
Por serem alimentos muito perecíveis, os pescados devem ser criteriosamente 
armazenados para manutenção de suas qualidades e aumento de sua vida útil. A 
diminuição do frescor dos pescados depende de vários fatores como condição de captura 
e abate e processamento. 
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Diversos fatores podem influenciar na velocidade de decomposição do pescado, 
tais como: (1) número inicial de bactéria, (2) condições de armazenagem (temperatura, 
umidade e atmosfera gasosa), (3) tipo de pescado (certos produtos marinhos contêm 
altos níveis de osmorreguladores na forma de nitrogênio não protéico, por exemplo, 
aminoácidos, óxido de trimetilamina ou uréia, que estão prontamente disponíveis para a 
bactéria, (4) temperatura da água de captura do pescado (diversos peixes e crustáceos 
são capturados em águas frias, portanto a microbiota não é efetivamente inibida pela 
refrigeração como é a microbiota normal de animais de sangue quente), (5) local e 
método de processamento (a bordo do navio ou barcos, versus planta industrial) 
(BEIRÃO et al., 2000). 
A indústria de alimentos busca técnicas alternativas para substituir os métodos 
tradicionais de controle de microrganismos nos alimentos, como tratamentos intensos de 
calor, acidificação, congelamento, desidratação e adição de sal ou agentes químicos. 
Nos últimos anos as alternativas mais estudadas são as de inativação de microrganismos 
por métodos não-térmicos, como uso de alta pressão hidrostática, utilização de pulsos 
eletromagnéticos, sistema de embalagens ativas ou com atmosfera modificada, 
utilização de compostos antimicrobianos naturais e bioconservação (DEVLIEGHERE et 
al., 2004).  A tabela 1 resume os procedimentos existentes e emergentes para o controle 
de microrganismos em alimentos. Somando-se aos mais tradicionais e emergentes 
sistemas empregados para se obter uma vida de prateleira desejável existe a pressão dos 
consumidores por meios mais naturais para a conservação dos alimentos (ROBERTS & 
HOOVER, 1996; ROLLER, 1995; GOULD, 1996). Este fato tem concentrado a atenção 
em uma extensa faixa de sistemas antimicrobianos naturais extremamente efetivos que 
podem ser usados em alimentos (GOULD, 1996). A dinâmica destes sistemas pode 
contribuir de diversas maneiras para o controle de patógenos e a melhoria da qualidade 
sensorial dos alimentos. 
Nos últimos anos os consumidores passaram a exigir alimentos com maior 
qualidade, sem conservadores químicos e prolongada vida útil. A utilização de agentes 
químicos como conservantes não é compatível com a imagem de produtos “frescos” 
(BRUEL & COOTE, 1999; PRANOTO et al., 2005).  
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Tabela 1. Procedimentos existentes e emergentes para o controle de microrganismos em alimentos, 
adaptado de GOULD, 1996. 
 
 
Em conseqüência ao aumento do interesse dos consumidores por produtos 
naturais ou minimamente processados (CLEVELAND, 2001; PRANOTO et al., 2005), 
o uso de antimicrobianos naturais pode ser uma alternativa a aos métodos utilizados 
atualmente pela indústria alimentícia. Uma alternativa seria o uso combinado de 
diferentes tipos de tratamentos considerados subletais para promover a proteção dos 
Fundamento Procedimento 
Conservadores Adição de conservadores inorgânicos (nitrito, sulfito), 
orgânicos (propionato, sorbato, benzoato) e antibióticos 
(natamicina) e bacteriocinas (nisina, pediocina) 
  
↓ Aa Liofilização, processos de cura 
  
Redução de Nutrientes 
Disponíveis 
Compartimentalização de emulsões em água e óleo 
  
Retirada do oxigênio Embalagens com nitrogênio e vácuo 
Dióxido de carbono Embalagens com atmosfera modificada 
Acidificação Adição de ácidos e fermentação 
  
Fermentação Alcoólica  Vinificação e fermentação em cervejarias 
  
Baixa temperatura Congelamento ou refrigeração  
                   
Aquecimento Pasteurização e esterilização 
Irradiação Radiação ionizante 
  
Pressurização Aplicação de alta pressão hidrostática 
  
Eletricidade Cargas elétricas de alta voltagem 
  
Termossonificação Aquecimento através de ultrasonificação a baixa pressão 
  
Uso de enzimas (Lizosima) Lise bacteriana 
55 
 
alimentos e consumidores contra microrganismos deteriorantes e/ou patogênicos, 
através do efeito sinérgico apresentado entre os tratamentos (BRUL & COOTE, 1999). 
A bioconservação pode aumentar a vida de prateleira e a segurança dos 
alimentos através do uso de uma microbiota natural ou controlada, principalmente BAL 
(HUGAS, 1995). Para ADAMS & NICOLAIDES (1997), o uso de BAL na segurança 
de alimentos reduz o risco de infecção tendo em vista a ocorrência destas bactérias em 
numero substancial em carnes e vegetais e seu uso desde a antiguidade na produção de 
uma variedade de produtos fermentados, onde elas ocorrem em grande número. 
Exemplos de inibição de deterioradores e patógenos por BAL podem ser encontrados 
em KLAENHAMMER (1993) e HOLZAPFEL et al. (1995). As bactérias acido láticas 
(BAL) são usadas de forma empírica pelo homem para a preservação de alimentos por 
séculos. A maioria dos representantes desse grupo de bactérias é inofensiva a saúde 
humana, e algumas são reconhecidas como GRAS (Generally Recognised As Safe). 
Algumas dessas bactérias são usadas como probióticos e podem fornecer benefícios 
substanciais à saúde humana como estabilizar e normalizar o trato gastrointestinal. 
Algumas estirpes estão associadas com ação anticancerígena e antitumoral. Estas 
características relacionadas à saúde podem servir como uma vantagem adicional na 
futura seleção e aplicação de culturas protetoras. Os avanços e o aumento do 
conhecimento da fisiologia e biologia moléculas das BAL, somando-se o progresso nas 
técnicas de seleção e de cultura, dão razão ao otimismo em relação ao desenvolvimento 
de culturas protetoras melhoradas (HOLZAPFEL et al., 1995). HELANDER et al. 
(2001) testaram o uso potencial de BAL contra bactérias Gram negativas. 
O microrganismo Lactobacillus reuteri é uma espécie heterofermentativa que 
reside no trato gastrointestinal (TGI), vaginal e oral do homem e outros animais de 
sangue quente (HAMMES & HERTEL, 2006). A sua ação probiótica é atribuída a sua 
capacidade de exercer um efeito inibitório sobre microrganismos patogênicos com uma 
combinação de diversos mecanismos, incluindo a produção de ácido lático, peróxido de 
hidrogênio e produção de bacteriocinas. L. reuteri, como todas as BAL, é capaz de 
converter açúcares em ácido lático com produção de peróxido de hidrogênio.  Além 
disso, L. reuteri fermenta carboidratos e ácidos graxos de cadeia curta (CASAS & 
DOBROGOSZ, 2000). 
Um composto primário produzido por L. reuteri, reuterina, não apresenta 
componentes protéicos e é produzido durante a fermentação do glicerol. Reuterina, β-
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hydroxypropionaldeido (3-HPA), derivado do glicerol, é produzida em condições 
anaerobiose apresenta efeitos de amplo espectro contra bactérias Gram-positivas e 
bactérias Gram-negativas, bem como fungos, leveduras e protozoários (SPINLER et al., 
2008). Reuterina é uma substância solúvel em água, ativa em uma larga faixa de pH e 
resistente a ação de enzimas proteolíticas e lipolíticas  (EL-ZINEY et al., 1999). 
 
3.2.Objetivos 
 
Avaliar o controle da microbiota psicrófila do camarão Litopenaeus vannamei por uma 
cultura de Lactobacillus reuteri e seu extrato estéril. 
3.2.1. Objetivos específicos 
 
• Avaliar a ação inibitória da cultura de Lactobacillus reuteri contra a 
microbiota psicrófila do camarão Litopenaeus vannamei descascado 
mantido sob refrigeração; 
• Avaliar a ação inibitória do extrato estéril de Lactobacillus reuteri 
produzido por fermentação do glicerol contra a microbiota psicrófila do 
camarão Litopenaeus vannamei descascado mantido sob refrigeração; 
 
3.3.Material e Métodos 
 
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Microbiologia de 
Alimentos I do Departamento de Ciência e Tecnologia de Alimentos da Universidade 
Federal de Santa Catarina. 
 
3.3.1.   Microrganismos e condições de cultivo 
 
O microrganismo Lactobacillus reuteri ATCC 1428, isolado de fezes humanas, foi 
adquirido da Coleção de Cepas Tropicais da Fundação André Tosello e foi mantido em 
Caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS) com 20% de glicerol a -20 ºC. Para reativação 
1 mL da cultura em temperatura ambiente foi transferida para 10mL de caldo MRS e 
incubada a 37 ºC por 24 horas. 
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3.3.2. Produção da Cultura de Lactobacillus reuteri 
 
A partir da cultura pré reativada, 1 mL foi transferido para um novo tubo contendo 
10mL de caldo MRS e incubado a 37 ºC por 6 horas. Após a incubação, o volume total 
foi transferido para um frasco contendo 250 mL de caldo MRS e incubado a 37 ºC por 
24 horas. Este caldo foi usado como cultura de Lactobacillus reuteri. 
 
3.3.3. Produção do extrato de Lactobacillus reuteri produzido por fermentação do 
glicerol 
 
A produção do extrato seguiu a metodologia descrita por CLEUSIX (2008) com 
algumas modificações. A partir da cultura de Lactobacillus reuteri pré reativada, 1 mL 
foi transferido para um novo tubo contendo 10mL de caldo MRS e incubado a 37 ºC por 
6 horas. Após a incubação, o volume total foi transferido para um frasco contendo 50 
mL de caldo MRS e incubado a 37 ºC por 12 horas. Todo o volume foi transferido para 
um frasco contendo 500 ML de caldo MRS e incubado a 37 ºC por 24 horas. As células 
foram colhidas por centrifugação em 1500 x g por 10 minutos a 20 °C, lavadas com 
tampão fosfato de potássio (0,1 M, pH 7,0), ressuspendidas em 300 mL de solução 
estéril aquosa de glicerol (200 mm) e incubadas por 3 horas a 37 ° C em anaerobiose 
(Anaerogen®). As células foram removidas por centrifugação (8000 x g, 10 minutos) e 
150 mL do sobrenadante foram esterilizados por filtração em membrana 0,22 µm 
(Millipore). 
 
3.3.4. Amostra: camarão  
 
Amostras de 1000 g de camarão-branco-do-pacífico (camarão laguna) fresco 
descascado foram compradas no Mercado Público de Florianópolis. As amostras foram 
acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo e levadas até o Laboratório de 
Microbiologia de alimentos para serem tratadas e analisadas.  
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3.3.5. Tratamento das amostras com L. reuteri 
 
Cada amostra foi dividida em porções de 300g que receberam as seguintes 
identificações e tratamentos: Tratamento 1,  amostra com adição de 0,1 mL/g da cultura 
de L. reuteri, Tratamento 2,  amostra com adição de 0,1 mL/g do Extrato  de L. reuteri e 
Controle, amostra com adição de 0,1 mL/g de água destilada estéril. Cada amostra foi 
analisada quanto a contagem de microrganismos psicrófilos, 7 ºC: imediatamente após o 
tratamento (Tempo zero), três horas após o tratamento (T3 h), seis horas após o 
tratamento (T6 h), 24 horas após o tratamento (T24 h) e 48 horas após o tratamento 
(T48 h). As amostras foram mantidas em refrigeração por 7 ºC até o momento de serem 
analisadas. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 
 
3.3.6. Contagem Padrão em placas de microrganismos psicrófilos 
 
A contagem em placas foi realizada seguindo-se a metodologia da contagem padrão 
proposta pela APHA (2001). Foram feitas contagens em duplicata, para cada diluição. 
Dessa forma, 0,1mL de cada diluição da amostra foi transferido para placas de Petri 
contendo o meio Agar Padrão para Contagem (PCA) e espalhado com auxílio de alça de 
Drigalsky até que o líquido fosse absorvido. Em seguida, as placas foram incubadas por 
sete dias a temperatura de 7 ºC. 
3.3.7. Análise Estatística 
 
Os resultados da contagem de microrganismos psicrófilos foram submetidos a análise 
de variância (ANOVA) e as médias do controle e dos tratamentos foram submetidos ao 
teste de Tukey para verificar a existência de diferença estatística entre os tratamentos. O 
nível de confiança usado nas análises foi de 95%. Os testes foram realizados usando o 
programa STATISTICA® 9.0 (StaSoft). 
 
3.4.Resultados e Discussão 
 
A contagem padrão de microrganismos psicrófilos realizada no tempo zero 
demonstrou que as amostras de camarão descascado adquiridas no Mercado Público de 
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Florianópolis já apresentavam uma contaminação inicial com média geral em torno de 
106 UFC/g como apresentado na Figura 1 e na Figura 2.  
Segundo VANDERZANT et al. (19701) o camarão capturado em águas tropicais 
apresenta em média contagens entre 106 e 107 UFC/g. Esse resultado foi confirmado por 
JEYASEKARAN et al. (2006), que avaliou em seu estudo a evolução da microbiota de 
camarão-branco-do-pacífico armazenado sob diferentes condições de refrigeração e 
embalagens com atmosfera modificada. 
MOURA et al. (2003) avaliaram a qualidade microbiológica de camarão-rosa 
comercializado em São Paulo e encontraram contagens que variavam entre 1,1 x 104 e 
3,0 x 107 UFC/g. 
Os critérios microbiológicos para a contagem padrão em placas de 
microrganismos aeróbios, segundo a ICMSF – International Commission on 
Microbiological Specification for Food (1998), estabelecem o limite máximo de 107 
UFC/g para crustáceos crus congelados, sendo que não são observados limites para a 
contagem de microrganismos psicrófilos. A legislação brasileira (Portaria n° 185 de 
1997, MAPA, RDC nº12 de 2 de janeiro de 2001, ANVISA) não prevê limites para a 
contagem em placas de bactérias aeróbias mesófilas e psicrotróficas em pescado porém 
sabe-se que populações elevadas podem reduzir a vida útil do pescado (KIRSCHINK & 
VIEGAS, 2004). 
As médias de contagem de microrganismos psicrófilos do controle variaram entre 
6 e 7 ciclos Log durante o armazenamento do camarão a ±7 ºC. Pode-se, então, observar 
que a temperatura de refrigeração foi eficiente para impedir a multiplicação dos 
microrganismos durante as 48 horas de experimento, já que as médias ao longo do 
tempo não apresentaram diferença estatística (p> 0,05).  
O camarão pode apresentar diferentes contagens microbianas em função do local 
de captura e da época do ano, que parecem estar relacionadas com alterações nas 
características da água, tais como oscilações de temperatura, salinidade, atividade do 
fitoplâncton, níveis de oxigenação e pH (VANDERZANT et al., 1971). Após a captura, 
o crustáceo torna-se exposto à contaminação em maior ou menor grau, pela 
transferência de microrganismos presentes no barco e durante o manuseio nas operações 
de bordo e de terra. A higiene insatisfatória dos porões dos barcos pesqueiros, onde o 
camarão é armazenado, a qualidade inapropriada da água utilizada na fabricação do 
gelo, bem como da água de lavagem e o transporte em condições de refrigeração 
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inadequadas, têm sido indicados como fatores preponderantes na contaminação pós-
captura. O que ocorre, então, é a substituição da microbiota aquática original marinha 
pela de origem terrestre. O crescimento microbiano durante a estocagem, a bordo ou em 
terra, principalmente de microrganismos psicrotróficos, e a atuação das enzimas 
musculares levam aos processos deteriorativos (FRANCO & LANDGRAF, 2007). A 
manutenção do camarão a baixas temperaturas durante o armazenamento e transporte é 
sem dúvida essencial, principalmente quando se considera que nestas condições o 
crescimento microbiano ainda continua acontecendo. 
Segundo JEYASEKARAN et al. (2004) o armazenamento sob refrigeração em 
temperaturas abaixo de 6 ºC é eficiente para controlar o crescimento microbiano por até 
72 horas. Após este período, bactérias psicrotróficas multiplicam-se rapidamente, 
levando a deterioração do produto. No camarão, essa microbiota psicrotrófica inclui 
bactérias dos gêneros Pseudomonas e Aeromonas. 
Ao analisar o efeito da cultura de L. reuteri sobre a microbiota psicrófila do 
camarão, identificado como Tratamento 1, observa-se que  houve um aumento da 
contagem de microrganismos psicrófilos logo no tempo de 3 horas de tratamento. A 
cultura de L. reuteri adicionada a amostra pode ter influenciado o resultado dessa 
contagem. Também foi possível observar uma leve redução da microbiota psicrófila 
após 6 horas de tratamento, embora os resultados não tenham apresentado diferença 
estatística (p>0,05) quando comparadas as médias da contagem da amostra teste e o do 
controle. Com 48 horas de tratamento a contagem bacteriana assemelhou-se ao número 
observado para o controle.  Isso pode ser devido a incapacidade de L. reuteri 
multiplicar-se e produzir de antimicrobianos em temperatura abaixo de 10 ºC. Dessa 
forma o efeito observado nos tempos de 6 e 24 horas pode ser devido a uma pequena 
quantidade de antimicrobiano produzido durante o crescimento, já que o microrganismo 
produz a reuterina em baixas quantidades durante o crescimento aeróbico, além de 
outras substâncias como ácido lático e reuterina (RUCH et al., 1974; 1975). O efeito do 
Tratamento 1 ao longo do tempo de exposição em comparação com o controle é 
apresentado na Figura 1. 
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Figura 1. Contagem de microrganismos psicrófilos (Log 10..) em amostras de camarão tratadas com uma 
cultura de L. reuteri (tratamento 1) por 48 horas a 7 ºC.  
 
A atividade do extrato de L. reuteri sobre a microbiota do camarão, identificado 
como Tratamento 2, apresentou resultados positivos, sendo que a analise estatística 
demonstrou diferença entre as médias do tratamento e do controle nos tempos: 6 horas 
(p = 0,002), 24 horas (p = 0,0002) e 48 horas (p = 0,0009).  Esse resultado mostrou a 
eficiência do extrato na redução e manutenção da baixa contagem de microrganismos 
psicrófilos sugerindo uma extensão da vida útil do produto. O resultado da atividade do 
extrato é apresentado na Figura 2. 
 
 
Figura 2. Contagem de microrganismos psicrófilos (Log 10..) em amostras de camarão tratadas com o 
extrato estéril de L. reuteri (tratamento 2) por 48 horas a 7 ºC.  
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Diferentes autores destacam as espécies do gênero Lactobacillus como os 
principais antagonistas de microrganismos patógenos e deterioradores em produtos de 
pescado (TOMÉ et al., 2006; LYHS et al., 2001). 
SUAREZ et al. (2008) avaliaram o efeito da bacteriocina produzida por 
Lactobacillus plantarum sob as populações de bactérias mesófilas, psicrotróficas, 
coliformes a 35 ºC e coliformes termotolerantes presentes em filés de Piaractus 
brachypomus. Os autores verificaram que a população inicial de microrganismos 
psicrotróficos estava em torno de 4,6 ciclos log, e que apresentou uma diminuição de 
1,2 ciclos log com relação ao controle. SOUZA et al. (2006) avaliaram a redução da 
contagem de microrganismos mesófilos totais durante a fermentação de bonito-da 
barriga-listrada usando L. sakei como cultura starter. Os autores relatam uma redução 
de 108 UFC g-1 para 104 UFC g-1 na microbiota mesófila total. 
O efeito inibitório da reuterina produzida por Lactobacilus reuteri vem sendo 
investigada em diversos estudos in vitro, e em alguns aplicando o antimicrobiano em 
alimentos. EL-ZINEY E DEBEVERE (1998) relataram o efeito inibitório da reuterina 
contra Listeria monocytogenes e Escherichia coli O157:H7, em leite e queijo tipo 
cottage artificialmente contaminados. 
ARQUES et al. (2007) em seu estudo relatam que a reuterina adicionada ao leite 
em 8 UA/mL exibe  efeito bacteriostático sobre L.  monocytogenes em leite a 37°C, o 
que também já havia sido observado em estudo anterior (2004). Listeria monocytogenes 
foi completamente inativada no prazo de 5 dias a 7°C no leite com reuterina a 
150 UA/mL (EL ZINEY & DEBEVERE, 1998).  Segundo esses autores, a  taxa de 
inativação é dependente da concentração de reuterina.  Além disso, RASCH et al.  
(2007) observaram que a  porcentagem de células em divisão de Listeria innocua 
diminuiu com concentrações crescentes de reuterina.    
Em um novo estudo realizado por AQUES et al. (2007), estes relatam que a 
presença de reuterina no leite levou a uma redução das contagens de  S. enterica e 
Y. enterocolitica após 12 dias, enquanto que C. jejuni e A. hydrophila foram 
completamente inativados pela reuterina após 7 e 12 dias, respectivamente. Neste 
trabalho os autores afirmam que a reuterina é bastante efetiva quando aplicada em 
alimentos armazenados sob refrigeração.   
63 
 
Segundo SPINLER et al. (2008) a reuterina é produzida durante a fermentação do 
glicerol. Dessa forma, pode-se sugerir que a ação inibitória do extrato de L. reuteri 
produzido por fermentação do glicerol (Tratamento2) seja atribuída à presença de 
reuterina. 
Assim, o uso desse antimicrobiano em alimentos pode ser explorado, 
considerando-se o fato de sua eficiência aliado a segurança para a saúde humana, já que 
Lactobacillus reuteri é uma bactéria autóctone do trato gastrointestinal humano e 
sabidamente seguro para a ingestão como probiótico pelo homem (SPINLER et al., 
2008; CASAS et al., 2000; ANUKAN et al., 2006; JONES & VERSALOVIC, 2009).  
 
3.5.Conclusões 
 
• A cultura de L. reuteri não se mostrou eficiente na redução do número de 
microrganismos psicrófilos do camarão refrigerado. 
• O extrato de L. reuteri produzido por fermentação do glicerol mostrou-se 
eficiente na redução de microrganismos psicrófilos no camarão refrigerado. 
•  O microrganismo Lactobacillus reuteri exibiu a capacidade de reduzir a 
microbiota psicrófila em camarão-branco-do-pacífico armazenado sob 
refrigeração e pode vir a ser utilizado como bioconservador neste alimento. 
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